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PA－17．
TG：Fβ刺激による人肺線維芽細胞における。－
met　mRNA発現の検討
（内科学第五）
○来生　研，小林克行，岸　厚次，渡辺　治，
　柳生久永，高橋君子，松岡　健
　HGFは細胞増殖促進作用（mitogen），細胞運動性促
進作用（motogen），形態形成促進作用（morphogen）
を有する事が知られており，これらの生物活性は臓器
障害後の組織再生に対し，重要な作用を示す．HGFの
受容体は。－met　proto－oncogeneがコードする膜結合チ
ロシンキナーゼ分子であり，c－Met／HGF受容体は肝
臓をはじめ腎臓や肺などの各種臓器に広く分布し，主
に上皮細胞に認められる．我々は炎症性サイトカイン
IL－1β，　TNFαの刺激で肺線維芽細胞および肺微小血
管内皮細胞からHGFが産生，分泌されることを確認
した．また，HGFが肺微小血管内皮細胞および肺上皮
細胞の増殖を促進することも確認した．しかし。－met
を有する肺線維芽細胞に対するHGFの働きに関して
現在まで議論されていない．今回我々は，手術検体か
ら分離培養した肺線維芽細胞を用い，TGFrs　O．1，1，10
ng／mlの刺激を行った．刺激を加えていないcontrol
群に対しTGFβ付加群では明らかに。－met　mRNAの
発現が増加していた．この結果から炎症性サイトカイ
ンにより人の肺線維芽細胞はHGFの産生，分泌をす
るとともに，c－met　mRNAを発現し肺線維芽細胞自身
の増殖を促す可能性のある事が示唆された．
内皮細胞（HLMECs）は他の臓器血管内皮細胞に比
べuPAを多く分泌しており，血管内皮の炎症早期や
血管内皮周辺組織の炎症時にuPA　mRNAを発現し，
組織修復に備えていることが示唆されている．これら
の背景を受け，急性肺傷害などの炎症性肺疾患に対す
るdexamethasoneの影響をHLMECsのuPA産生か
ら検討した．
　肺癌手術より得られた肺の末梢正常部分から分離
培養されたHLMECsをdexamethasone添加，無添加
の無血清培地で前処置し，上清を回収した後にlng／
mlとしたIL－1β，　TNF一α添加無血清培地を加えイン
キュベーションした．サイトカイン刺激前，刺激12，24
時間後にELISA法でuPAを定量し，サイトカイン刺
激前，刺激4時間後にcompetitive　RT－PCR法でuPA
mRNA半定量した．その結果，上清中のuPA分泌及
びuPA　mRNA発現はdexamethasoneにより抑制さ
れた．これは，急性肺傷害などの炎症性肺疾患が引き
起こす組織傷害において，ステロイドが血管内皮細胞
の関与する組織修復を遷延させている可能性がある
ことを示唆している．
PA－19．
フェレット飼育による気管支喘息の1例
（内科学第三）
○長澤綾子，額賀優江，伊澤　淳，沖田美佐，
　桜井かほり，馬嶋英輔，小口安美，丸岡隆教，
　森田園子，松村康広，露口都子，新妻知行，
　林　　徹
PA－18．
急性肺傷害におけるヒト肺微小血管内皮細胞産
生urokinase－type　plasminogen　activatorに対す
るdexamethasoneの影響
（内科学第五）
○小林克行，高橋君子，岸　厚次，柳生久永，
　渡辺　治，来生　研，中村博：幸，松岡　健
　Urokinase－type　plasminogen　activator（uPA）はplas－
minogen，　proenzyme，　progrowth　factorの活性化や細胞
外マトリックスの分解を促し，血管新生や傷害を受け
た組織の修復に関与している．また，ヒト肺微小血管
　近年のペットブームにあり，従来のイヌ，ネコなど
に加えハムスター等の鵡歯類のペットをアレルゲン
とする喘息が増加している．今回フェレットに対する
抗体陽性の喘息患者を本邦において初めて診断した．
　症例は45歳男性．昭和58年より気管支喘息の診断
で他院で加療をうけていた．気管支拡張剤およびステ
ロイド剤を内服していたが急性発作を繰り返す状態
であり，平成12年4月28日に発作にて本院初診と
なった．症例は平成5年より自宅でフェレットを2匹
飼育しており，アレルゲン検査ではCAP－RAST法に
てCAT（3十），　DOG（2十），　MITE（4十），　HD（4十），
RABBIT（3十）に加えフェレット（5十）であった．
フェレットとの接触をさけるように指導し，従来のプ
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レドニゾロン（PSL）5mg／day内服に追加してフルチ
カゾンプロピオネート（FP）400μg／day吸入を開始
した．その後β刺激剤の吸入回数が減少し，ピークフ
ロー値も標準値の60％から80％に増加している．PSL
内服は平成12年10月より隔日投与とし，平成13年1
月ll日より中止とした．その後症状の増悪は認めて
いない．
　鵡歯類がアレルゲンの喘息患者は重症化しやすい
傾向がみられ，またアレルゲンの診断には既知のもの
以外にも新たなアレルゲンが今後も出現する可能性
がある．
）＊｛　PA－20．
von　Willebrand因子遺伝子から作成したファー
ジ・ディスプレイ・ライブラリーの分子生物学的
検討
（臨床検査医学）
○萩原　剛，福武勝幸
（Department　of　Human　Genetics，
University　of　Michigan）
　David　Ginsburg
【目的】von　Willebrand因子（vWF）の機能ドメイン
を解析する目的に，vWF遺伝子からファージ・ディス
プレイ・ライブラリーを作成し，vWFペプチドを
ファージ表面に発現させた．リガンドとの高い親和性
をもつクローンの選別をパンニングアッセイによっ
て検討した．
【方法と結果】プラスミドベクターpUC13内に組み
込んだ8，581bpのvWF－cDNAを大量調整し，　DNaseI
によってランダムフラグメントに切断し，両端にベク
ター側クローニングXhol認識部位と相補的塩基配列
のアダプターにて修飾した．一方，ベクターの調整と
して，繊維状ファージfUSE3を大腸菌に感染させ大
量培養を行った後，2本鎖DNA（fUSE3－RF）を単離
精製した．fUSE3－RFのXhol認識部位に，精製した
vWF－cDNAフラグメントをライゲース反応にて挿入
した．その後エレクトロポレーションを利用して大腸
菌に形質転換させ，5×106の独立したクローンの
ファージ・ディスプレイ・ライブラリーを作成した．抗
vWFモノクローナル抗体を用いてファージ・ディス
プレイ・ライブラリーから抗体と親和性を持つクロー
ンをパンニングアッセイによって選別した．すなわち
モノクローナル抗体をファージ・ディスプレイ・ライ
ブラリーと結合反応させ，未結合のファージを洗浄
後，抗体からファージを溶出した．その後ファージは
宿主大腸菌とともに増殖させ精製した．以上の操作を
3ラウンド行い解析したところ，2種類のクローンが
選別された．挿入された遺伝子の塩基配列を確認した
結果，それぞれvWF－cDNA上の6690－6932と6663－
6794に位置した遺伝子断片であることが判明した．
【考察と結論】選別されたクローンは，その挿入遺伝
子の方向性および読み枠から，vWFのアミノ酸配列
と一致しており，モノクローナル抗体のエピトープ部
位であることが示唆された．今回作成したファージ・
ディスプレイ・ライブラリーはvWFペプチドを
ファージ表面に発現していることがパンニングアッ
セイによって確認された．今後はこのvWFファー
ジ・ディスプレイ・ライブラリーを利用した各種リガ
ンドとの親和性について検討していく予定である．な
お，本研究は平成12年度東京医科大学研究助成金を
受けている．
PA－21．
頭部CT上診断が困難であったインヒビター保
有血友病A患者の小脳出血
（臨床検査医学）
○守谷研二，新井盛夫，佐々木昭仁，川田和秀，
　藤田　進，福武勝幸
【症例】50歳，男性，第VIII因子インヒビター保有血
友病A．
【現病歴】平成12年1月7日（1／7）より頭頂～後頭
部痛と嘔気が出現．症状が改善しないため1／8当科受
診．身体所見上神経学的異常所見は認めず，頭部CT
像上，明らかな病変は認めなかったが，頭蓋内出血を
疑いプロプレックスST　75　U／kgを投与した．投与直
後より自覚症状が改善し帰宅した．翌1／9，再度頭部
CT施行したが病変は確認できなかった．その後自宅
で経過観察していたが，頭痛と嘔気が再度増悪したた
め1／14再診した．頭部CT像上の異常は認めなかっ
たが入院管理とした．入院後，経過観察していたが，症
状は遷延したため1／25頭部MRIを試行したところ，
右小脳半球に出血性病変を認めた．T2強調像ではlow
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